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五味子多糖通过 Traf3/NF-B 通路降低脂多糖对大鼠肝细胞的炎症反应 
 

王荣，张玲莉，刘莉(武汉大学人民医院，武汉 430060) 
 

摘要：目的  探讨五味子多糖对脂多糖(LPS)诱导原代大鼠肝细胞炎症反应的影响，并研究潜在机制。方法  体外原代培

养大鼠肝细胞，并分为空白对照组、LPS 诱导组、五味子多糖低、中、高剂量组，CCK-8 法检测五味子多糖对大鼠肝细

胞增殖的影响，ELISA 法检测五味子多糖对大鼠肝细胞分泌 IL-6 和 TNF-α 炎症因子的影响，免疫印迹方法检测五味子多

糖对 Traf3/NF-B 信号通路的影响。结果  与 LPS 诱导组相比，五味子多糖能显著改善 LPS 对大鼠肝细胞增殖的抑制作

用(P<0.05)；与 LPS 诱导组相比，不同剂量五味子多糖均显著降低了大鼠肝细胞分泌的 IL-6 和 TNF-α 炎症因子水平

(P<0.05)；免疫印迹法检测发现，各剂量五味子多糖组相对LPS诱导组细胞中Traf3和 p-NF-B表达水平明显降低(P<0.05)。

结论   五味子多糖可抑制大鼠肝细胞炎症反应，进而改善炎症对细胞增殖的抑制作用，其作用机制可能与下调

Traf3/NF-B 信号通路活化有关。 
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Effects of Schizandrae Polysaccharide on Inflammatory Reaction of LPS-induced Rat Hepatocytes via 

Traf3/NF-B Signaling Pathway 
 
WANG Rong, ZHANG Lingli, LIU Li(Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan 430060, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the effects of schizandrae polysaccharide(SP) on inflammatory reaction 
of  lipopolysaccharide(LPS)-induced rat hepatocytes, and study the potential mechanism. METHODS  Primary rat hepatocytes 
were cultured in vitro, and hepatocytes were divided into five groups, including control group, LPS-induced group, low dose-, 
medium dose-, and high dose SP groups. The effect of SP on the proliferation of hepatocytes were investigated using CCK-8 
assay. ELISA was used to investigate the influence of SP on the secretory levels of inflammatory cytokine (IL-6 and TNF-α). 

Western blot was used to assess the impacts of SP on the Traf3/NF-B signaling pathway. RESULTS  SP significantly improved 
the inhibitory effect of LPS-induced hepatocytes proliferation (P<0.05). Varying concentrations of SP could significantly inhibit 
the secretion of IL-6 and TNF-α in hepatocytes compared with LPS-induced group (P<0.05). Western blot results showed that 

the expression levels of Traf3 and NF-B in all SP groups significantly decreased compared with LPS-induced group(P<0.05). 
CONCLUSION  SP can significantly inhibit the inflammatory reaction of rat hepatocytes and its molecular mechanism may 

involve in down-regulating the activation of Traf3/NF-B signaling pathway. 
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五味子系木兰科植物五味子或华中五味子的

干燥成熟果实，是我国传统的中药材， 早记录

于《神农本草经》，临床上主要用于久咳虚喘、内

热消渴、梦遗滑精等[1-2]。研究表明五味子含有多

种药理成分，其中多糖和木脂素类在抗肿瘤方面

效果较佳[3]。现代药理学研究证实，五味子不仅对

中枢神经系统、心血管系统及免疫系统等均有调

节作用，而且在保护肝脏、抗氧化及抗衰老等方

面发挥着重要的作用[4]。许珂玉等[5]研究发现五味

子多糖提取物对肝细胞具有明显的保护作用，并

且这种作用可能与其拮抗 CCl4 毒性代谢产物导致

的脂质过氧化对肝亚细胞结构的损伤有关。肝脏

疾病的发生与肝细胞炎症反应、氧化应激等多种

致病因素相关，目前，五味子多糖对肝细胞炎症

的保护作用机制研究较少。因此，本实验体外培

养原代大鼠肝细胞，用脂多糖(LPS)诱导肝细胞炎

症模型，进一步探讨五味子多糖对肝细胞炎症的

保护效应及其作用机制。 

1  材料及方法 

1.1  材料   

五味子多糖(上海信谊天平药业有限公司，批

号：88415-35-4，含量≥99%)；LPS(Sigma 公司，
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批号：L2880，含量≥98%)；DMEM 高糖培养基(上

海吉诺公司)；胎牛血清(四季青生物有限公司，批

号：20170421)；胰蛋白酶(上海吉诺公司，批号：

20160912)；CCK-8 试剂盒(上海海联生物有限公

司，批号：20170124)；IL-6 及 TNF-α ELISA 试剂

盒(武汉华美生物有限公司，批号：WS35422)；BCA

蛋白浓度测定试剂盒(北京索莱宝科技有限公司，

批号：P0023S-09)；一抗稀释液(上海谷歌公司)；

ECL 显色液(Sigma 公司)；β-actin、Traf3、NF-B

及 p-NF-B 一抗均购自美国 Abcam 公司；二抗羊

抗兔 IgG 购自上海谷歌生物有限公司。 

1.2  仪器   

单人超净工作台(上海苏静实业有限公司)；细

胞培养箱(上海印溪仪器仪表有限公司)；Victor3 

1420 Multilable Counter 酶标仪(美国 BD，FACS 

AriaIII)；HD-3000 凝胶成像仪(上海上天精密仪器

有限公司)。 

1.3  原代大鼠肝细胞的分离与鉴定  

采用改良原位两步非循环灌流法及多次过滤

低速离心法分离原代大鼠肝细胞，常规 DMEM 高

糖培养基培养原代大鼠肝细胞，锥虫蓝拒染法检

测接种时肝细胞的存活率，倒置显微镜动态观察

肝细胞形态变化[6]。 

1.4  原代大鼠肝细胞传代培养   

利用 DMEM 完全培养基(10%FBS，1%青霉素

-链霉素溶液)培养，待大鼠肝细胞融合至 90%时开

始传代培养，先弃去旧培养基，加入无菌的 PBS

清洗细胞 2 遍，再加入胰蛋白酶进行消化，显微

镜下观察细胞形态变化，待细胞变圆便加入新鲜

培养基终止消化，离心、重悬细胞，以 1∶3 比例

传代培养。 

1.5  大鼠肝细胞增殖检测   

取对数生长期的大鼠肝细胞，清洗、消化、

重悬细胞后，以每孔 5×103 接种至 96 孔板中，每

组实验设置 6 个复孔，37 ℃、5% CO2 的培养箱中

培养过夜。用不同浓度 LPS(0.1，0.5，1，2，4 μg·mL1)

处理细胞，观察 LPS 对细胞相对存活率的影响，

筛选出 佳的 LPS 浓度，用于后续实验研究。然

后 用 低 (20 μg·mL1) 、 中 (40 μg·mL1) 、 高

(80 μg·mL1)剂量五味子多糖和 LPS共同孵育肝细

胞，终体积为每孔 100 μL。五味子多糖作用 24 h

后，吸干旧培养基，每孔加入含 CCK-8 试剂 10 μL

的新鲜培养基 100 μL。待 CCK-8 试剂与细胞作用

1 h 后，采用酶标仪测定 450 nm 处的吸光度 OD

值，并计算肝细胞相对存活率。 

1.6  ELISA法检测细胞上清中 IL-6及 TNF-α炎症

因子水平   

取不同浓度五味子多糖(20，40，80 μg·mL1)

和 LPS(1 μg·mL1)共培养细胞的上清，收集于 EP

管中离心 20 min，转速设定为 1 000 r·min1，取上

清20 ℃冷冻备用。IL-6 及 TNF-α 水平的检测按

照 ELISA 试剂盒操作说明书进行。 

1.7  蛋白表达水平检测   

取对数生长期的大鼠肝细胞，清洗、消化、

重悬细胞后，以每孔 5×105 接种至 6 孔板中，

37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养过夜。20，40，

80 μg·mL1 五味子多糖和 LPS 共作用细胞，终体

积为每孔 1 mL。药物作用 24 h 后，收集细胞，裂

解、测定蛋白浓度。细胞裂解液中加入上样缓冲

液，100 ℃加热煮沸 10 min。电泳时，每孔上样蛋

白量为 40 μg，在 12%的 SDS-PAGE 凝胶中电泳分

离，浓缩胶电泳分离时电压设置为 70 V，分离胶

电泳时电压设置为 120 V；分离完成后在 275 mA

电流转膜 60 min；再将 NC 膜用 5%脱脂奶粉室温

封闭 1 h；一抗孵育过夜后，再二抗常温下孵育 1 h，

洗膜 3 次，显色成像。 

1.8  统计分析   

采用 SPSS 20.0 软件进行统计分析，实验数据

用 sx  表示，组间比较采用单因素方差分析检

验，P<0.05 具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  五味子多糖对大鼠肝细胞相对存活率的影响 

不同浓度 LPS 处理细胞发现，当浓度

<1 μg·mL1 时 LPS 对细胞的存活率没有影响，但

当浓度>2 μg·mL1 时对细胞增殖起着抑制作用，所

以 终确定 LPS 的处理浓度为 1 μg·mL1，结果见

图 1。五味子多糖处理原代大鼠肝细胞 24 h 后，

20，40，80 μg·mL1 五味子多糖对肝大鼠细胞相对

存活率的影响相对于对照组无显著变化。五味子

多糖对 LPS 诱导炎症引起的肝细胞增殖情况见图

1，LPS 诱导组细胞增殖率显著低于空白对照组

(P<0.05)；而经过 20，40，80 μg·mL1 五味子多糖

作用后，细胞相对存活率显著高于 LPS 诱导组，

差异均有统计学意义(P<0.05)。且随着五味子多糖

剂量上升，细胞相对存活率显著上升，说明五味

子多糖呈浓度依赖性影响 LPS 诱导大鼠肝细胞炎
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症导致增殖情况的变化。 

 
图 1  五味子多糖对大鼠肝细胞增殖影响 
1空白对照组；2LPS 诱导组；3LPS+低剂量五味子多糖组；4LPS+

中剂量五味子多糖组；5LPS+高剂量五味子多糖组。与空白对照组

比较，1)P<0.05; 与 LPS 诱导组比较，2)P<0.05。 

Fig. 1  The effects of schizandrae polysaccharide on the 
proliferation of rat hepatocytes 
1control group; 2LPS-induced group; 3LPS+low dose group; 

4LPS+medium dose group; 5LPS+high dose group. Compared with 
control group, 1)P<0.05; compared with LPS-induced group, 2)P<0.05. 

2.2  五味子多糖对 IL-6 及 TNF-α 分泌的影响 

五味子多糖孵育原代大鼠肝细胞 24 h 后，20，

40，80 μg·mL1 五味子多糖对肝细胞分泌 IL-6 及

TNF-α 的影响见图 2。LPS 诱导组肝细胞分泌的

IL-6 及 TNF-α水平显著高于空白对照组(P<0.05)；

而经过五味子多糖作用后，IL-6 及 TNF-α 分泌水

平显著低于 LPS 诱导组，差异均有统计学意义

(P<0.05)。且随着五味子多糖剂量上升，IL-6 及

TNF-α 分泌水平显著降低，说明五味子多糖呈浓

度依赖性影响 LPS 诱导原代大鼠肝细胞炎症反应。 

2.3  五味子多糖对 Traf3/NF-B 信号通路活化的

影响 

五味子多糖对大鼠肝细胞中 Traf3/NF-B 信

号通路影响情况的影响见图 3。结果表明，LPS 诱

导组中 Traf3 表达水平及 NF-B 磷酸化水平显著

高于空白对照组 (P<0.05)，说明 LPS 可诱导

Traf3/NF-B 信号通路活化引起炎症反应。经过

20，40，80 μg·mL1 五味子多糖处理后，Traf3 表

达水平及 NF-B 磷酸化水平显著低于 LPS 诱导

组，差异均有统计学意义(P<0.05)。且随着五味子

多糖剂量上升，Traf3 表达水平及 NF-B 磷酸化水

平显著降低，说明五味子多糖呈浓度依赖性影响

LPS 诱导大鼠肝细胞中 Traf3/NF-B 信号通路活化。 

 
图 2  五味子多糖对大鼠肝细胞分泌炎症因子的影响 
1空白对照组；2LPS 诱导组；3LPS+低剂量五味子多糖组；4LPS+

中剂量五味子多糖组；5LPS+高剂量五味子多糖组。与空白对照组

比较，1)P<0.05; 与 LPS 诱导组比较，2)P<0.05。 

Fig. 2  The effects of schizandrae polysaccharide on the 
secretory levels of inflammatory cytokine in rat hepatocytes 
1control group; 2LPS-induced group; 3LPS+low dose group; 

4LPS+medium dose group; 5LPS+high dose group. Compared with 
control group, 1)P<0.05; compared with LPS-induced group, 2)P<0.05. 

3  讨论 

肝炎常常导致后期的肝硬化、肝纤维化及肝

癌的发生，因此，对肝脏炎症进行预防治疗具有

较好临床价值。目前研究较多的是病毒所导致的

肝炎，而中药对肝细胞炎症反应的作用机制研究

较少[7]。因此，本实验从细胞水平研究了五味子多

糖对大鼠肝细胞炎症治疗的分子机制，以期为后

期的临床应用奠定基础。原代培养大鼠肝细胞，

采用 LPS 诱导构建细胞炎症模型。结果发现 LPS

诱导组细胞增殖率显著低于空白对照组(P<0.05)，

并且炎症因子 IL-6 及 TNF-α分泌水平显著高于空

白对照组(P<0.05)，说明细胞炎症模型构建成功。

接着利用 20，40，80 μg·mL1 五味子多糖与 LPS

共同作用细胞，结果发现不同浓度五味子多糖均

能显著升高大鼠肝细胞的相对存活率，并且明显

降低了细胞中炎症因子 IL-6 及 TNF-α的分泌，说

明五味子多糖可以改善大鼠肝细胞的炎症反应。 

  
图 3  五味子多糖对大鼠肝细胞 Traf3/NF-B 信号通路活化的影响 
1空白对照组；2LPS 诱导组；3LPS+低剂量五味子多糖组；4LPS+中剂量五味子多糖组；5LPS+高剂量五味子多糖组。与空白对照组比较，
1)P<0.05; 与 LPS 诱导组比较，2)P<0.05。 

Fig. 3  The effects of schizandrae polysaccharide on the activation of Traf3/NF-B signaling pathway in rat hepatocytes 
1control group; 2LPS-induced group; 3LPS+low dose group; 4LPS+medium dose group; 5LPS+high dose group. Compared with control group, 
1)P<0.05; compared with LPS-induced group, 2)P<0.05. 
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研究证实革兰氏阴性菌中的 LPS 可通过与

Toll 样受体 4(TLR4)结合，导致下游多种炎症信号

通路的活化[8]。细胞核因子(NF-B)在炎症反应的

发生过程中起着关键性的作用，NF-B 活化后可

向细胞核内转移，并编码多种细胞因子的表达，

调控炎症基因的表达来调节免疫反应[9-11]。Traf3

衔接蛋白不仅可以被膜上多种受体激活，包括

TNF 受体家族及 Toll/IL 受体家族等，从而进一步

激活下游的多种通路。LPS 刺激可引起 Traf3 的泛

素化，接着与转化生长因子 β 活化激酶 1(TAK1)

形成复合物，进一步激活 IKKs，促使了 NF-B 向

细胞核内的转移，导致炎症反应的发生[12]。研究

发现 LPS 刺激大鼠肝细胞后，Traf3 表达水平及

NF-B 磷酸化水平显著升高，而经过 20，40，

80 μg·mL1 五味子多糖处理细胞后 Traf3 及

p-NF-B 表达水平显著降低。说明五味子多糖可通

过抑制 Traf3/NF-B 信号通路的活化降低炎症反

应。综上所述，五味子多糖可通过抑制大鼠肝细

胞 Traf3/NF-B 信号通路的活化，从而抑制细胞炎

症因子的分泌，达到抗炎的效果。 
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